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U povijesti mikrobiologije, mikroorganizmi su prvenstveno bili karakterizirani kao 
planktonske, slobodno plivajuće stanice opisane na temelju njihovih karakteristika rasta u 
medijima bogatim hranjivim tvarima. Ponovno otkriće mikrobiološkog fenomena da se 
mikroorganizmi pričvrste i rastu na izloţenim površinama, koji je prvi opisao van 
Leeuwenhoek,  dovelo je do istraţivanja koja su otkrila da površinski povezani 
mikroorganizmi (biofilmovi) pokazuju osobit fenotip s obzirom na transkripciju gena i brzinu 
rasta. Pokazano je da mikroorganizmi biofilma potiču specifične mehanizme za početno 
vezanje na površinu, razvoj strukture zajednice  i ekosustava te odvajanje od površine 
(Donlan 2002). Biofilm je sesilna zajednica mikroorganizama u kojoj se pojedinačne stanice 
drţe zajedno, uronjene u matriks izvanstanične polimerne tvari (eng. extracellular polymeric 
substance, EPS) koji su same proizvele (Vraneš i Leskovar 2009). Izvanstanični polimerni 
matriks se sastoji od polisaharida, proteina i DNA (Branda i sur. 2015). Ekstracelularni 
matriks ima brojne uloge. On osigurava mehaničku stabilnost biofilma te štiti 
mikroorganizme kako se ne bi isušili. TakoĎer djeluje i kao zaštita od nepovoljnih bioloških i 
kemijskih utjecaja poput promjene pH, osmotskog stresa, antibiotika ili imunološke obrane 
domaćina. EPS pridonosi i apsorpciji i skladištenju hranjivih tvari te omogućava 
mikroorganizmima komunikaciju i genetsku izmjenu drţeći stanice vrlo blizu.  Osnovna 
struktura biofilma ima definiranu arhitekturu i daje optimalno okruţenje za razmjenu 
genetskog materijala izmeĎu stanica. Ključ razvitka biofilma je interakcija meĎu bakterijama. 
Bakterije u biofilmu mogu komunicirati na više načina. Komunikaciju meĎu stanicama 
provode autoinduktori, male signalne ekstracelularne molekule. Takav način komunikacije 
naziva se detekcija kvoruma (engl. quorum sensing). Nakupljanje autoinduktora omogućuje 
stanicama procjenu stanične gustoće (Hentzer i Givskov 2013). Bakterije se dijele na Gram-
pozitivne i Gram-negativne. Osim različitih svojstava stanične stijenke, te dvije vrste bakterija 
imaju i različite načine komunikacije. Autoinduktori kod Gram-negativnih bakterija su 
neesencijalne aminokiseline, N-acil-homoserinski laktoni (AHL). Kod Gram-pozitivnih 
bakterija signalne molekule su oligopeptidi (Bassler 1999). U većini prirodnih okoliša, 
povezanost s površinom u strukturi poznatoj kao biofilm je prevladavajući način ţivota 
bakterija (Grillo-Puertas i sur. 2012). Biofilm je često graĎen od različitih bakterija ili 
bakterija i gljiva, ali moţe biti izgraĎen i od samo jedne vrste mikroorganizma. Biofilm, kao 
oblik sesilnog ţivota bakterija, je u prirodi dominantan nad planktonskim oblikom (Kalenić i 
2 
sur. 2013). Formiranje biofilma stvara povoljne uvjete za trajni opstanak u prirodnom okolišu 
(Cairns i sur. 2014). Biofilmovi se mogu pridrţavati na biološkim ili nebiološkim površinama 
(Hall-Stoodley i sur. 2004). Primjeri površina na kojima se moţe vezati biofilm jesu plastika, 
metal, kamen, čestice tla, medicinski implantati, te tkiva (Donlan 2002). Bakterije biofilma 
pokazuju veliku rezistenciju na djelovanje antibiotika i efektorskih molekula imunosnog 
sustava, te su zaštićene od brojnih negativnih utjecaja iz okoliša (Kalenić i sur. 2013). 
Biofilmovi mogu imati velik utjecaj na ljude s obzirom na to da mogu preţivjeti u prirodnim, 
medicinskim i industrijskim uvjetima. Primjerice, formiranje biofilmova na medicinskim 
ureĎajima koji se koriste u modernoj medicini kao što su implantati i kateteri, često rezultiraju 
teškim kroničnim infekcijama. Biofilmovi se mogu naći posvuda, na ljudskim tkivima, 
zubima, trupovima brodova, te u cijevima gdje uzrokuju velike probleme. MeĎutim, 
biofilmovi na ljudskim tkivima ne moraju uvijek biti štetni. S obzirom na velike štete i koristi 
koje biofilmovi mogu činiti, bitno je razumjeti kako rastu bakterije u tim zajednicama (López 
i sur. 2010).  
 
Slika 1 prikazuje ciklus razvoja bakterijskog biofilma koji se odvija u pet faza. U prvoj 
fazi dolazi do vezanja planktonskih bakterija sa supstratom (1). Tijekom inicijalnog vezanja 
neke planktonske bakterije se veţu te potom odvoje ili se pričvrste samo trenutno, zbog čega 
se taj prvi stadij naziva i reverzibilno povezivanje. Druga faza razvoja, ireverzibilno vezanje, 
je faza u kojoj stanice gube sposobnost spontanog i neovisnog kretanja (2). Nakupina stanica 
koja se formira tijekom ovog razdoblja razvoja biofilma ostaje pričvršćena na supstrat do 
posljednje faze razvoja biofilma. U trećoj fazi razvoja, maturaciji I, nakupina stanica postupno 
postaje slojevita, odnosno sve deblja (3). Faza maturacije II, koja je ujedno i četvrta faza, 
podrazumijeva dostizanje maksimalne veličine stanica unutar staničnih nakupina (4). 
Istraţivanjem je dokazano da se planktonske stanice i stanice iz ove faze bitno razlikuju u 
strukturi proteina što ukazuje na njihova različita svojstva. Posljednji stadij je disperzija 
stanica, u kojem se bakterije odvajaju i odlaze iz unutrašnjosti (5). Postoji više razloga zbog 
kojih dolazi do disperzije stanica. Do ove faze moţe doći zbog manjka nutrijenata ili 




Slika 1. Shematski prikaz modela razvoja bakterijskog biofilma koji se odvija u pet faza: 1) početno 
povezivanje, 2) ireverzibilno vezanje, 3) maturacija I, 4) maturacija II i 5) disperzija. Prikazane su 
mikroskopske slike stadija razvoja biofilma bakterije P. aeruginosa (preuzeto sa 
http://2011.igem.org/Team:Glasgow/Biofilm). 
Biofilm moţe nastati i kao rezultat klonalnog rasta početno vezanih bakterija, umjesto 
priključivanja novih planktonskih stanica u biofilm (Bejarano i sur. 2017).  
 
1.2. Stacionarni uvjeti  
 Proučavanje rasta biofilma u stacionarnim uvjetima vrlo je korisno za ispitivanje 
ranijih stadija formiranja biofilma, uključujući početno prianjanje na površinu i nastajanje 
mikrokolonije. Na primjer, ove se analize mogu upotrijebiti za identifikaciju signala koji 
moduliraju prijelaz iz planktonskog oblika u oblik biofilma.  Za razliku od analiza koje 
uključuju sustave kontinuiranog protoka, praćenje razvoja biofilma u stacionarnim uvjetima 
zahtijeva vrlo malo specijalizirane opreme i relativno je jednostavno za izvoĎenje. Osim toga, 
omogućava analizu formiranja biofilma s različitim očitanjima, uključujući mikroskopiranje 
ţive stanice, makroskopsku vizualizaciju obojenih bakterija te njihovu brojnost. Takvo 
proučavanje razvoja biofilma u stacionarnim uvjetima je vrlo korisno sredstvo za proučavanje 
nastajanja, rasta i razvoja biofilma, te se koristi pojedinačno ili u kombinaciji s nekim drugim 
analizama. Jednostavnim promjenama uvjeta, poput medija koji se koristi ili vremena 
inkubacije, mogu se ispitivati različiti aspekti tih bakterijskih zajednica. Priroda stacionarnih 
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uvjeta ima i neke nedostatke, budući da se medij s bakterijskom suspenzijom ne opskrbljuje sa 
svjeţim medijem niti se propušta zrak, moţe doći do manjka hranjivih tvari i samim time do 
nemogućnosti razvoja zrelog biofilma. Poznata su četiri temeljna protokola za rast i analizu 
biofilmova u stacionarnim sustavima. Jedan od tih protokola je ispitivanje biofilma 
mikrotitarske ploče (eng. microtiter plate biofilm assay) koji je koristan za procjenjivanje 
bakterijskog pričvršćivanja mjerenjem bojanja vezane biomase. Druga je analiza na granici 
voda-zrak (eng. air-liquid interface, ALI) koja je komplementarna s analizom biofilma 
mikrotitarske ploče jer omogućuje izravno mikroskopiranje mikroorganizama. Treća analiza 
je na bazi kolonije (eng. colony-based biofilm system). Taj sustav je posebno koristan za 
praćenje stanične smrti u biofilmovima tretiranim antimikrobnim sredstvima. I naposljetku, 
Kadouri sistem je sistem slabog protoka (eng. “low-flow”) koji moţe posluţiti kao poveznica 
izmeĎu stacionarnih (eng. static assays) i protočnih sustava (eng. continuous-flow system) 
(Merritt i sur. 2005). 
 
1.3. Vrsta Bacillus cereus  
Bakterija Bacillus cereus (Slika 2) je Gram-pozitivna, štapićasta, fakultativno 
anaerobna, pokretna bakterija koja stvara spore. Široko je rasprostranjena zbog svoje 
sposobnosti da preţivljava u nepovoljnim uvjetima. Temperatura rasta je obično u rasponu od 
10 do 48 °C, a optimalni rast izmeĎu 28 i 35 °C. Vrsta B. cereus je obično prisutna u 
okolišima gdje se proizvodi hrana zbog svojih visoko adhezivnih endospora, šireći se na sve 
vrste hrane. Moţe uzorkovati neugodne bolesti kod ljudi zbog čega i je jedna od glavnih 
patogenih bakterija koje se prenose hranom, iako je u većini slučajeva bolest blaga i 
kratkotrajna. Jedinstvena priroda ove bakterije je u otpornosti na toplinu, sposobnosti 
oblikovanja endospora, proizvodnji toksina i odlici da moţe rasti na temperaturama niţim od 
7 °C. Takve karakteristike bakterije daju dovoljno prostora da se smatra jednim od glavnih 
uzročnika bolesti (Abraha i sur. 2017). Poznato je da su neki sojevi ove vrste patogeni za 
ljude, dok se nekoliko sojeva koristi za poticanje rasta biljaka (Caballero i sur. 2018). 
Postojanost tog patogena u različitim sredinama rezultat je formiranja spora i biofilmova 
(Houry i sur. 2010). Bakterija Bacillus cereus u ljudi uzrokuje ozbiljne bolesti uzrokovane 
hranom zbog čega se mora kontrolirati prilikom upotrebe prirodnih konzervansa (Du i sur. 
2018). Vrsta B. cereus ima slične regulatorne mehanizme i metaboličke puteve kao i bakterija 
Bacillus subtilis, s kojom je usko povezana. Osim što uzrokuje trovanje hranom, bakterija B. 
cereus je takoĎer često dijagnosticirana u slučajevima meningitisa, parodontoze ili 
endoftalmitisa. Ustrajan je kontaminant opreme u prehrambenoj industriji gdje je pronaĎen u 
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obliku spora i biofilmova vezanih na površinu nehrĎajućeg čelika. Zabiljeţeno je da stvara 
debeli biofilm na interfazi zrak-voda, ali takoĎer moţe tvoriti tanke biofilmove na uronjenom 
staklu ili čeliku u uvjetima statičke kulture. (Houry i sur. 2010). Kao što je već rečeno, 
bakterija B. cereus je široko rasprostranjena u okolišu. Moţe biti otkrivena u neobraĎenom 
mlijeku i mliječnim proizvodima, posebno u vegetativnom obliku koji je izravno izloţen 
kontaktu s tlom. Još jedna vaţna osobina vrste B. cereus je njena sposobnost rasta na 
temperaturi skladištenja mlijeka (4-7 °C), što uglavnom odreĎuje rok trajanja pasteriziranog 
mlijeka i mliječnih proizvoda. Bakterija proizvodi toksine koji su uzročnici bolesti koje se 
prenose hranom i smatra se značajnom opasnošću za javno zdravstvo. Zanimljivo je da 
spektar sojeva B. cereus varira od sojeva koji se koriste kao probiotici za ljude do toksičnih 
sojeva koji su vrlo otrovni te su bili odgovorni za smrtne slučajeve povezane s hranom 





Slika 2. Bakterije Bacillus cereus i endospore koje stvaraju snimljene svjetlosnim mikroskopom, 





1.4. Vrsta Acinetobacter junii 
Bakterija Acinetobacter junii (Slika 3) je kokobacil, Gram-negativna, aerobna te 
nepokretna bakterija koja pripada rodu Acinetobacter. Bakterije iz ovog roda prisutne su u tlu 
i vodi kao slobodnoţivući saprofiti te su postali sve prisutniji u raznim infekcijama kod ljudi. 
Njihova bitna karakteristika je stvaranje rezistencije na antibiotike putem višestrukih 
mehanizama (Kalenić i sur. 2013). Infekcije izazvane bakterijom Acinetobacter junii se ne 
javljaju često. Opisane su neke epidemije poput septikemije kod novoroĎenčadi i onkoloških 
pacijenata s pedijatrije, kao i meningitis, peritonitis te očne infekcije (Traglia i sur 2014). Iako 
je bakterija Acinetobacter baumannii najčešće izolirana vrsta, uzročnik različitih infekcija i 
najrezistentnija vrsta meĎu pripadnicima roda, stvarna učestalost i uloge ostalih članova roda 
kao ljudskih patogena moţe biti maskirana jer je pouzdana fenotipska karakterizacija 
dugotrajna i teška (Cayô i sur. 2011). Pojava i širenje bakterija rezistentnih na više lijekova je 
pod pritiskom javnog zdravstvenog problema. Otpornost bakterija na antibiotike uobičajena je 
u područjima gdje se antibiotici često koriste, a bakterije rezistentne na antibiotike se sve više 
javljaju u vodenim okolišima. Istraţene su vrste roda Acinetobacter u otpadnim vodama. 
Dokazano je da proces pročišćavanja otpadnih voda pridonosi selektivnom povećanju 
rezistencije bakterija, iz roda Acinetobacter, na antibiotike (Zhang i sur. 2009).  
 
 
Slika 3. Bakterije Acinetobacter junii izolata CHOO5 snimljene skenirajućim elektronskim 
mikroskopom (SEM) prije (A) i nakon (B) tretmana s toluenom (preuzeto od Singh i sur. 2018). 
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1.5. Cilj istraživanja 
Cilj ovog istraţivanja je bio odrediti model rasta biofilma kojeg tvore bakterije 
Bacillus cereus i Acinetobacter junii u stacionarnim uvjetima (bez kontinuiranog dodavanja 
svjeţeg hranjivog medija) te utvrditi razlikuje li se on od modela rasta biofilma u dinamičkim 
uvjetima (uz kontinuirano dodavanje svjeţeg hranjivog medija). Cilj je takoĎer bio i 
vizualizirati biofilm, usporediti količine nastalog EPS-a te usporediti rast planktonskih i 
imobiliziranih bakterija kroz vrijeme, u uzorcima u kojima je mijenjan medij s uzorcima u 





2. MATERIJALI I METODE 
 
2.1. Priprema medija i sterilne vode  
U ovom eksperimentu korišten je tekući Luria-Bertani (LB) hranjivi medij, sastava (po 
1 L destilirane vode): 10 g triptona (engl. Tryptone), 5 g kvaščevog ekstrakta (engl. yeast 
extract) i 5 g natrijeva klorida. U 40 staklenih bočica od 250 mL odmjereno je po 50 mL 
tekućeg LB-medija i bočice su blago zatvorene čepom. Pripremljene staklene bočice s 
hranjivim medijem su potom stavljene u autoklav na sterilizaciju. Sterilizacija se odvija 20 
minuta na temperaturi od 121 °C. Korištena je i kruta hranjiva podloga Luria-Bertani, sastava 
(po 1 L destilirane vode): 10 g triptona, 5 g kvaščevog ekstrakta, 5 g natrijeva klorida i 20 g 
agara.  
Sterilna voda (fiziološka otopina, 0.3 % NaCl) pripremljena je tako što je 3 g NaCl-a 
otopljeno u 1 L destilirane vode. Sterilna voda sluţila je za ispiranje prilikom mijenjanja 
medija. Otpipetirano je i  po 9 mL sterilne vode u staklene epruvete s čepom, što je sluţilo za 
pripravu bakterijske suspenzije i decimalnih razrijeĎenja. Sve je sterilizirano u autoklavu.  
 
2.2. Nasađivanje bakterija 
 Za eksperimentalni dio rada korišteni su sojevi bakterija Bacillus cereus i 
Acinetobacter junii. Bakterije su nasaĎene na krute hranjive podloge LB hranjivog agara. 
Sterilizirana eza (bakteriološka ušica) napunjena je odreĎenom bakterijom te je napravljen 
razmaz po agaru u Petrijevoj zdjelici. Postupak je jednak za obje bakterije. Sve korake je 
bitno izvoditi izmeĎu dva plamena Bunsenovih plamenika kako bi se izbjeglo zagaĎenje. 
Ploče s nasaĎenim baterijama su potom stavljene u inkubator (Memmert IPP 400,  
GmbH + Co. KG, Njemačka) na 35°C, 24 h.  
 
2.3. Priprema bakterijske suspenzije  
PrireĎene su bakterijske suspenzije bakterija B. cereus i A. junii koje su 24 sata rasle 
na krutoj hranjivoj LB podlozi. Bakterijska suspenzija je napravljena tako što je steriliziranom 
ezom dva puta uzeta bakterijska biomasa s hranjive podloge i uronjena u plastičnu epruvetu 
(tip Falcon, 15 mL), u koju je prethodno stavljeno 9 mL sterilne vode iz staklene epruvete. Sa 
steriliziranom ezom se uzme bakterijska biomasa tako da se napuni ušica eze. Plastična 
epruveta se zatvori čepom i potom se bakterijska suspenzija vorteksira (Vortex technoKartell 
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TK3S, Italija) oko 3 minute dok se sve bakterije ne rasprše tj. dok suspenzija ne postane 
homogena. Postupak je isti za pripremu suspenzija obiju vrsta bakterija. 
 
2.4. Uzgoj bakterijskog biofilma u tekućem mediju na zrncima zeolita 
 Prirodni mineral zeolit koji je korišten kao podloga za razvoj bakterijskog biofilma 
dobiven je iz kamenoloma u Donjem Jesenju, Hrvatska. Zeolit je usitnjen i prosijan. Veličina 
frakcije prirodnog zeolita koji je korišten u ovom eksperimentu iznosi 0.122-0.263 mm. 
Uzorak je prije početka eksperimenta bio ispran demineraliziranom vodom, osušen na 105 °C 
tijekom jednog sata i steriliziran autoklaviranjem (121 °C/15 min).  
Otpipetirano je 0,5 mL bakterijske suspenzije bakterije Bacillus cereus u 40 staklenih 
bočica s tekućim LB-medijem i 0,5 mL bakterijske suspenzije bakterije Acinetobacter junii u 
preostalih 40 bočica. Bočice su prethodno označene budući da se jednoj skupini uzoraka 
mijenjao medij tijekom eksperimenta, a drugoj skupini se medij nije mijenjao. Na bočice je, 
osim naziva vrste odreĎene bakterije i oznake za mijenjanje medija ili bez mijenjanja medija, 
označen i broj sati jer se iz uzoraka odreĎivao broj bakterija metodom CFU svaka tri sata kroz 
24 h koliko je eksperiment trajao. Jedna bočica za svaku skupinu uzoraka odreĎene bakterije 
bila je prireĎena i označena za uzimanje uzoraka za mikroskopiranje. Nakon toga su u sve 
bočice dodana zrnca prirodnog materijala zeolita (0,5 g) na kojima se formirao biofilm. 
Bočice nisu bile zatvorene do kraja već su se čepovi lagano zatvorili i pričvrstili selotejpom 
radi lakšeg protoka zraka. Zatim su sve bočice stavljene na miješalice (Orbital Shaker, Biosan 
OS-10, Latvia) u inkubator na 35 °C. Miješalice su prethodno namještene na miješanje na 150 
RPM  (revolutions per minute).  
 
2.4.1. Uzgoj bakterija u eksperimentu s mijenjanjem medija i u eksperimentu bez 
mijenjanja medija 
Eksperiment je sa svakom bakterijom proveden na dva načina tako što je za svaku 
bakteriju bilo 10 uzoraka kojima je mijenjan medij tijekom eksperimenta i 10 uzoraka kojima 
nije mijenjan medij. Mijenjanje medija je provoĎeno svaka tri sata tako što se stari medij iz 
bočice dekantirao, sterilnom vodom su se isprala zrnca zeolita te je dodano 50 mL novog 
tekućeg LB medija. Potom su bočice vraćene na miješalicu u inkubator. Svim uzorcima je 
promatran razvoj biofilma te rast planktonskih i imobiliziranih bakterija kroz vrijeme. Svaka 
tri sata, to jest nakon jedan, tri, šest, devet, 12, 15, 18, 21 i 24 sata je iz uzoraka u kojima je 
mijenjan medij i uzoraka u kojima medij nije mijenjan napravljen mikroskopski preparat i 
potom decimalna razrjeĎenja za odreĎivanje broja planktonskih i imobiliziranih bakterija. 
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Svaka tri sata tijekom trajanja eksperimenta uzorcima su napravljena decimalna 
razrjeĎenja za planktonske i imobilizirane bakterije. Za planktonske bakterije razrjeĎenja su 
napravljena tako što se prvo otpipetirao 1 mL uzorka iz staklene bočice i prebacio u epruvetu 
s 9 mL sterilne vode te su se potom radila sljedeća decimalna razrjeĎenja. Za imobilizirane 
bakterije je prvo dekantirana tekućina iz bočice, potom su zrnca zeolita isprana dva puta s 
malo sterilne vode i treći put je stavljeno malo sterilne vode s kojom su zrnca naglo prebačena 
u plastičnu epruvetu. Iz plastične epruvete je dekantirana tekućina i stavljeno je 9 mL sterilne 
vode iz jedne staklene epruvete. Nakon toga je uzorak vorteksiran tri minute i potom su 
napravljena sljedeća decimalna razrjeĎenja. Iz odgovarajućih razrjeĎenja uzorak se nacijepio 
na ploče s hranjivim agarom metodom razmaza. Ploče su prethodno označene s obzirom na 
vrstu bakterije, broj proteklih sati i razrjeĎenje koje je odreĎeno. Razmaz se radio korištenjem 
Drygalskog štapića koji se prethodno sterilizirao flambiranjem u 96% etanolu. Namazane 
ploče stavljene su u inkubator na 35 °C. Nakon inkubacije (24 sata) narasle kolonije su 
prebrojane pomoću aparata za brojanje kolonija (eng. colony counter) i odreĎen je broj 
bakterija metodom CFU. Preostala zrnca zeolita iz svake bočice su prebačena u prethodno 
izvagane Petrijeve zdjelice koje su stavljene u suhi sterilizator na 100 °C kako bi se zeolit 
osušio te nakon hlaĎenja izvagao. Broj planktonskih bakterija odreĎen je kao CFU mL-1, a 




2.4.2. Mikroskopski preparati 
Za mikroskopske preparate se koristila manja frakcija zrnaca (0.122-0.250 mm) 
prirodnog materijala zeolita koja je stavljena samo u bočice koje su prethodno bile označene 
za mikroskopiranje. Mikroskopski preparati pripremali su se tako što se predmetno stakalce 
prvo provuklo kroz plamen Bunsenovog plamenika kako bi se uklonile masne naslage nastale 
tijekom proizvodnje te se sterilnom plastičnom pipetom uzeo uzorak iz bočice te prenio na 
predmetno stakalce. Predmetna stakalce je ostavljeno da se osuši i potom je fiksirano, tj. tri 
puta provučeno kroz plamen, prije bojenja. Mikroskopski preparati bojeni su Alcian blue 
bojilom koji boji EPS i Karbol fuksinom koji boji stanice. Preparat je uronjen u Alcian blue 
bojilo dvije minute te potom lagano ispran vodovodnom vodom. Nakon ispiranja preparat je 
zatim uronjen u Karbol fuksin trideset sekundi. Ponovno je ispran vodovodnom vodom te 
njeţno posušen papirom. Preparati su promatrani na mikroskopu (Olympus CX21, Japan) 
pomoću imerzijskog objektiva na povećanju x1000, pritom koristeći imerzijsko ulje. Rast 
biofilma i količina nastalog EPS-a pratili su se vizualno te su se fotografirale mikroskopske 




 U ovom radu za statističku analizu rezultata korištena je analiza varijanci (ANOVA) s 
Duncanovom post-hoc analizom, metoda koja se koristi za analizu razlika meĎu skupinama. 
ANOVA je korisna za usporedbu i odreĎivanje statistički značajne razlike triju ili više 
skupina ili varijabli. Usporedba imobiliziranih bakterija u pokusima s ili bez mijenjanja 
medija raĎena je pomoću Studentovog t-testa. T-test se koristi kako bi se utvrdilo postoji li 
značajna razlika izmeĎu dva seta podataka. Statistička obrada raĎena je pomoću „Statistica“ 







3.1. Razvoj biofilma bakterije Bacillus cereus u pokusu bez mijenjanja medija  
U ovim uzorcima medij nije mijenjan od početka do kraja eksperimenta. Nakon jednog 
sata bakterije B. cereus pronaĎene su pojedinačno ili u paru, jednim krajem vezane na 
prirodni materijal zeolit. Nakon tri sata broj bakterija nije se znatno povećao ali su u uzorku 
vidljive spore. Nakon šest sati vidi se malo veći broj bakterija od kojih su samo neke 
pričvršćene na zeolit, a ostale se nalaze pojedinačno, u planktonskom obliku. Nakon devet sati 
pronaĎene su bakterije B. cereus u nakupinama te većinom pričvršćene za prirodni materijal. 
Daljnjim tijekom eksperimenta bakterijska biomasa se sve više povećava te je ekstracelularni 
matriks pronaĎen nakon 15 sati i vidljiv je kao plavo obojenje na zeolitu. Nakon 21 i 24 sata 
bakterijska biomasa još više raste, te su bakterije sve slabije razlučive. Prilikom zadnje dvije 
analize uzoraka, ponovno je uočen EPS (Slika 4). 
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Slika 4. Biofilm bakterija Bacillus cereus na česticama zeolita od 1-24 h inkubacije u pokusu bez 










3.2. Razvoj biofilma bakterije Bacillus cereus u pokusu s mijenjanjem medija 
U ovim uzorcima medij je tijekom eksperimenta od 24 h mijenjan svaka tri sata. 
Nakon jedan sat pronaĎena je bakterija B. cereus pojedinačno, površinski vezana za prirodni 
materijal zeolit. Nakon trećeg i šestog sata se broj bakterija malo povećao. Nakon 12 sati je 
broj bakterija znatno porastao, te su bakterije rasporeĎene kruţno oko čestice zeolita. 
Bakterije se u ovom stadiju nalaze gusto poslagane jedna do druge. Daljnjim tijekom 
eksperimenta bakterije B. cereus su pronaĎene u velikim nakupinama oko zeolita, te se 
koncentriraju sve gušće u blizini čestica zeolita. Ekstracelularni matriks je pronaĎen  prvi puta 
nakon 15 sati, zatim nakon 18, 21 i 24 sata (Slika 5). 
 
 
Slika 5. Biofilm bakterija Bacillus cereus na česticama zeolita od 1-24 h inkubacije u pokusu s 
mijenjanjem medija. Metoda bojenja Alcian blue. Povećanje 1000x na svjetlosnom mikroskopu. 
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3.3. Razvoj biofilma bakterije Acinetobacter junii u pokusu bez mijenjanja medija 
Nakon jedan sat bakterije A. junii pronaĎene su pojedinačno ili u paru, samo nekoliko 
ih je vezano na prirodni materijal zeolit (Slika 6). Nakon tri sata bakterije su pronaĎene u 
malim nakupinama od nekoliko bakterija pričvršćenih na površinu zeolita. Nakon šest sati 
vidi se znatno veći broj bakterija koje se nalaze u velikim nakupinama, te većinom prekrivaju 
zeolit. Nakon šest sati uočava se  pojava ekstracelularnog matriksa. EPS se takoĎer dobro vidi 
i nakon 9 i 12 sati. Najveća količina EPS-a je vidljiva nakon 12 sati. Nakon 15 sati bakterije 
su u sve gušćim nakupinama koje prekrivaju gotovo cijelu površinu zeolita. Prolaskom 




Slika 6. Biofilm bakterija Acinetobacter junii na česticama zeolita od 1-24 h inkubacije u pokusu bez 
mijenjanja medija. Metoda bojenja Alcian blue. Povećanje 1000x na svjetlosnom mikroskopu. 
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3.4. Razvoj bakterijskog biofilma Acinetobacter junii u pokusu s mijenjanjem medija  
U ovim uzorcima medij je mijenjan svaka tri sata tijekom eksperimenta. Nakon jedan 
sat pronaĎene su dvije bakterije A.junii, jedna do druge, vezane na prirodni materijal zeolit. 
Nakon tri sata bakterije su pronaĎene u malim nakupinama vezane na zeolit te se njihova 
biomasa povećava kako napreduje tijek eksperimenta. Nakon šest i devet sati bakterije 
okruţuju zeolit i pričvršćuju se u većem broju na njega. Nakon 12 sati primjećuje se pojava 
ekstracelularnog matriksa, te je broj bakterija znatno porastao (Slika 7). Sve je manji broj 
slobodno plutajućih bakterija, dok se na samom zeolitu broj bakterija povećava. 
 
 
Slika 7. Biofilm bakterija Acinetobacter junii na česticama zeolita od 1-24 h inkubacije u pokusu s 
mijenjanja medija. Metoda bojenja Alcian blue. Povećanje 1000x na svjetlosnom mikroskopu. 
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3.5. Broj planktonskih i imobiliziranih bakterija B. cereus kojima nije mijenjan medij 
Tijekom prva tri sata uočen je blago rastući trend broja planktonskih bakterija nakon 
čega se u periodu izmeĎu trećeg i šestog sata njihov broj znatno povećao. Nakon šestog sata 
broj planktonskih bakterija je blago pao te zatim kontinuirano rastao s padom od 15.-21. sata, 
nakon čega je opet rastao. Broj imobiliziranih bakterija tijekom prva tri sata je padao te je 
potom kontinuirano rastao sve do 18. sata kada je uočen blagi trend pada do 21. sata te je 
potom broj imobiliziranih bakterija ponovno rastao. UsporeĎujući ovisnost broja planktonskih 
i imobiliziranih bakterija  Bacillus cereus kojima nije mijenjan medij u odnosu na vrijeme 




Slika 8. Ovisnost broja planktonskih (PL) i imobiliziranih (IMOB) bakterija Bacillus cereus, kojima 
nije mijenjan medij, o vremenu inkubacije. Prikazane su srednje vrijednosti od dva replikata te 
standardna devijacija. * označava statistički značajnu razliku u odnosu na prethodni sat. > 1 h/< 24 h 





3.6. Broj planktonskih i imobiliziranih bakterija B. cereus kojima je mijenjan medij 
Tijekom prva tri sata uočen je blagi trend rasta broja planktonskih bakterija nakon 
čega slijedi nagli porast broja bakterija te se nakon šestog sata uočava pad broja i zatim 
oscilacije u rastu i padu broja bakterija. Kod imobiliziranih bakterija tijekom prva tri sata 
uočen je blagi trend rasta broja bakterija nakon čega do šestog sata slijedi pad te potom 
kontinuirani rast broja bakterija do 18. sata kada njihov broj pada sve do kraja izvoĎenja 
eksperimenta (Slika 9). UsporeĎujući broj planktonskih i imobiliziranih bakterija Bacillus 
cereus kojima je mijenjan medij u ovisnosti o vremenu inkubacije uočeno je da broj 
planktonskih bakterija puno više oscilira u odnosu na broj imobiliziranih kod kojih je uočen 




Slika 9. Ovisnost broja planktonskih (PL) i imobiliziranih (IMOB) bakterija Bacillus cereus, kojima je 
mijenjan medij, o vremenu inkubacije. Prikazane su srednje vrijednosti od dva replikata te standardna 
devijacija. * označava statistički značajnu razliku u odnosu na prethodni sat. </> 1 h i < 24 h označava 
statistički značajnu razliku odreĎenog sata u odnosu na 1. ili 24. sat. 
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3.7. Broj imobiliziranih bakterija B. cereus kojima nije mijenjan medij i kojima je medij 
mijenjan 
Kod broja imobiliziranih bakterija Bacillus cereus kojima nije mijenjan medij uočen je 
blagi trend pada tijekom prva tri sata eksperimenta nakon čega su kontinuirano rasle do 18. 
sata kada je uočen pad u broju bakterija, te potom u periodu od 21. do 24. sata ponovan rast. 
Broj imobiliziranih bakterija B. cereus kojima je mijenjan medij je tijekom prva tri sata rastao 
nakon čega je uočen pad izmeĎu trećeg i šestog sata te potom kontinuirani rast sve do 18. sata 
kada je uočen pad u broju bakterija sve do kraja trajanja eksperimenta (Slika 10). 
UsporeĎujući broj imobiliziranih bakterija B. cereus, kojima nije mijenjan medij i kojima je 
mijenjan medij, u odnosu na vrijeme inkubacije uočen je u oba slučaja kontinuirani rast broja 




Slika 10. Ovisnost broja imobiliziranih (IMOB) bakterija Bacillus cereus, kojima nije mijenjan medij 
(bez MM) i kojima je mijenjan medij (MM), o vremenu inkubacije. Prikazane su srednje vrijednosti 
od dva replikata te standardna devijacija. * označava statistički značajnu razliku izmeĎu dvaju pokusa. 
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3.8. Broj planktonskih i imobiliziranih bakterija A. junii kojima nije mijenjan medij 
Broj planktonskih bakterija Acinetobacter junii je rastao od početka eksperimenta, s 
naglijim trendom rasta u periodu od trećeg do šestog sata. Nakon devetog sata je uočen blagi 
pad broja bakterija te potom rast od 12. do 15. sata eksperimenta nakon čega broj bakterija u 
periodu od 15. do 21. sata stagnirao i nakon toga blago rastao. Broj imobiliziranih bakterija A. 
junii je tijekom prvih šest sati inkubacije rastao nakon čega je uočen pad broja bakterija od 
šestog do devetog sata te potom ponovan rast te oscilacije u padu i rastu broja imobiliziranih 
bakterija do kraja eksperimenta (Slika 11). UsporeĎujući broj planktonskih i imobiliziranih 
bakterija A. junii, kojima nije mijenjan medij, o vremenu inkubacije uočen je kontinuirani rast 
broja planktonskih bakterija, dok je broj imobiliziranih bakterija u početku rastao te potom 
oscilirao do kraja trajanja eksperimenta. 
 
 
Slika 11. Ovisnost broja planktonskih (PL) i imobiliziranih (IMOB) bakterija Acinetobacter junii, 
kojima nije mijenjan medij, o vremenu inkubacije. Prikazane su srednje vrijednosti od dva replikata te 
standardna devijacija. * označava statistički značajnu razliku u odnosu na prethodni sat. > 1 h/< 24 h 
označava statistički značajnu razliku odreĎenog sata u odnosu na 1. ili 24. sat . 
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3.9. Broj planktonskih i imobiliziranih bakterija A. junii kojima je mijenjan medij 
 Broj planktonskih bakterija Acinetobacter junii je naglo rastao tijekom prvih devet sati 
eksperimenta nakon čega je uočen nagli pad broja bakterija u periodu izmeĎu devetog i 12. 
sata. Nakon 12. sata je broj planktonskih bakterija A. junii opet rastao do 15. sata nakon čega 
je uočen ponovni pad od 15. do 18. sata te je potom broj planktonskih bakterija stagnirao do 
kraja eksperimenta. Broj imobiliziranih bakterija A. junii je kontinuirano rastao tijekom prvih 
12 sati inkubacije nakon čega je uočen pad od 12. do 15. sata te potom stagnacija broja 
bakterija od 15. do 18. sata eksperimenta. Nakon 18. sata uočen je nagli rast broja bakterija do 
21. sata, zatim nagli pad do 24. sata eksperimenta (Slika 12). UsporeĎujući broj planktonskih i 
imobiliziranih bakterija A. junii, kojima je mijenjan medij, ovisno o vremenu inkubacije 
uočen je rast broja bakterija u oba slučaja do devetog sata eksperimenta nakon čega je vidljivo 
kako broj bakterija do kraja eksperimenta oscilira u oba slučaja. 
 
 
Slika 12. Ovisnost broja planktonskih (PL) i imobiliziranih (IMOB) bakterija Acinetobacter junii, 
kojima je mijenjan medij, o vremenu inkubacije. Prikazane su srednje vrijednosti od dva replikata te 
standardna devijacija. * označava statistički značajnu razliku u odnosu na prethodni sat. > 1 h 
označava statistički značajnu razliku odreĎenog sata u odnosu na 1. ili 24. sat. 
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3.10. Broj imobiliziranih bakterija A. junii kojima nije mijenjan medij i kojima je medij 
mijenjan 
Broj imobiliziranih bakterija Acinetobacter junii kojima medij nije mijenjan je rastao 
tijekom prvih šest sati trajanja eksperimenta nakon čega su vidljive oscilacije u padu i rastu 
broja bakterija sve do kraja trajanja vremena inkubacije. Tijekom prvih 12 sati trajanja 
eksperimenta uočen je rast broja imobiliziranih bakterija kojima je mijenjan medij tijekom 
eksperimenta te potom u drugom dijelu eksperimenta uočene su oscilacije u padu i rastu broja 
imobiliziranih bakterija kod kojih je medij mijenjan. U oba slučaja uočen je rast broja 
imobiliziranih bakterija A. junii tijekom prvih šest sati trajanja eksperimenta nakon čega su 
uočene oscilacije broja bakterija u oba primjera (Slika 13). 
 
 
Slika 13. Ovisnost broja imobiliziranih (IMOB) bakterija Acinetobacter junii, kojima nije mijenjan 
medij (bez MM) i kojima je mijenjan medij (MM), o vremenu inkubacije. Prikazane su srednje 






 Prethodna istraţivanja su pokazala da formiranje biofilma prolazi kroz niz koraka koji 
po završetku formiraju zrelu trodimenzionalnu strukturu na abiotičkim i biotičkim 
površinama. Neki od istraţenih modela formiranja biofilma ukazuju na sudjelovanje 
bakterijske pokretljivosti pomoću koje planktonske stanice razviju biofilm iz tekućeg medija 
ili formiranje i rast mikrokolonija kao posljedica umnoţavanja stanica pričvršćenih na čvrstu 
površinu (Tomaras i sur. 2003).     
S obzirom na rezultate opisane u ovom istraţivanju moţe se zaključiti da bakterijski 
biofilmovi rastu po različitim modelima u stacionarnoj fazi. TakoĎer, moţemo pretpostaviti 
da bakterija B. cereus ne slijedi model klonalnog rasta odnosno da bakterije ne bujaju stalno 
na istom mjestu što je dokaz da se pokretne bakterije B. cereus iz okoliša cijelo vrijeme 
prihvaćaju i otpuštaju s podloge. Kod bakterije A. junii moţemo pretpostaviti da slijedi model 
rasta bakterijskog biofilma koji se odvija u pet faza te klonalni rast, no ne moţemo potvrditi 
da je bilo klonalnog rasta budući da se ne razlikuje značajno broj imobiliziranih bakterija na 
početku eksperimenta i na kraju, u oba pokusa (s i bez mijenjanja medija), što dovodi do 
zaključka da bakterije koje su se zalijepile na početku eksperimenta su ostale vezane i do 
samoga kraja. Mogući razlog toga što su bakterije A. junii cijelo vrijeme bujale na istom 
mjestu je i nepostojanje sustava za aktivno pokretanje kod te vrste. Pokretljivost bakterija ima 
bitnu ulogu prilikom kolonizacije bakterija na podlozi na kojoj se razvija biofilm. U radu 
Houry i sur. (2010) istraţena je uloga flagelarnog aparata u formiranju biofilma bakterije B. 
cereus. Otkriveno je da prisutnost flagela smanjuje adheziju bakterije na staklenu površinu. 
Pretpostavljeno je da flagelarni aparat ne pogoduje interakciji izmeĎu staklene površine i 
bakterijske stanične stijenke. Iako, u odreĎenim uvjetima pokretljivost bakterija moţe pomoći 
u formiranju biofilma. Smatra se da pokretljivost igra ključnu ulogu u razvitku biofilma i da 
odreĎuje njegov model nastanka na staklenim površinama. Kako bi bakterije mogle doći u 
područje povoljnih uvjeta za formiranje biofilma, bitna karakteristika je njihova pokretljivost. 
Na primjer, u statičnim uvjetima, bakterije kojima je potreban kisik za rast će aktivno 
migrirati na područje interfaze zrak-voda, dok se u stanicama toka bakterije mogu nalaziti na 
donjoj strani interfaze budući da bakterije imaju konstantan dotok kisika i hranjivih tvari (eng. 
continuous culture).  
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UsporeĎujući uvjete rasta u pokusima u kojima medij nije mijenjan tijekom inkubacije 
s onima u kojima je mijenjan medij svaka tri sata vidljivo je da broj imobiliziranih bakterija B. 
cereus se izraţenije povećava u pokusu gdje medij nije mijenjan te nema stalnog dotoka 
nutrijenata i kisika. Pretpostavlja se da razvoju biofilma bakterije B. cereus pogoduju 
stacionarni uvjeti u kojima nema stalnog dotoka kisika i hranjivih tvari, jer se u suprotnom 
tijekom stalnog dotoka broj bakterija ne povećava u tolikoj mjeri. Pokazano je u radu Donlan 
(2002) da u laboratorijskom istraţivanju koncentracija hranjivih tvari korelira s brojem 
vezanih bakterijskih stanica što potvrĎuju i rezultati ovog istraţivanja.  
Bakterija B. cereus koja lako oblikuje biofilmove na različitim površinama proučavana 
je u radu Oosthuizen i sur. (2002). Pokazalo se da se bakterija B. cereus lako prilagoĎava 
načinu rasta s gustim strukturama biofilma koji se razvijaju unutar 18 sati nakon inokulacije 
kada se kao površina koristi staklena vuna. U ovom istraţivanju rezultati ukazuju na nastanak 
EPS-a nakon 15 h što je dokaz formiranja biofilma. Takvi rezultati su se pokazali i u pokusu u 
kojem bakterijama nije dodavan svjeţi hranjivi medij, ali i u pokusu u kojem je bakterijama 
kontinuirano dodavan svjeţi hranjivi medij.  
U radu Lindsay i sur. (2006) praćena je dinamika formiranja biofilma vegetativnih 
stanica i endospora B. cereus i B. subtilis. Rezultati su pokazali da nakon pričvršćivanja spora 
na površinu, spore klijaju pod povoljnim (B. cereus), pa čak i nepovoljnim (B. subtilis) 
hranjivim uvjetima, što rezultira biofilmovima koji sadrţe i spore i vegetativne populacije. 
Pokazano je takoĎer da vegetativne stanice B. cereus pokazuju nisku sklonost stvaranja spora 
u vezanom i planktonskom obliku rasta, u mediju koji je ograničen hranjivim tvarima. 
Rezultati ovog istraţivanja podudaraju se s rezultatima rada Lindsay i sur. (2006) obzirom da 
su spore bakterija B. cereus rijetko uočene u uzorcima. Sporulacija u vezanim populacijama 
roda Bacillus je vaţna za mnoge prehrambene industrije, poput industrije za preradu mlijeka, 
gdje se bacilli rutinski izdvajaju iz populacija pričvršćenih na površinu opreme za preradu.  
 Formiranje biofilma kod više sojeva bakterije Bacillus cereus proučavano je u radu 
Wijman i sur. (2007). UtvrĎeno je da stvaranje biofilma u mikrotitarskim pločama ovisi o 
vremenu inkubacije, temperaturi i mediju, kao i o upotrebljenom soju. Kod nekih sojeva je 
prikazano formiranje biofilma unutar 24 h i naredna disperzija unutar sljedeća 24 h. Koristili 
su se odabrani sojevi za kvantitativnu analizu formiranja biofilma na nehrĎajućem čeliku. 
Rezultati su pokazali da se razvio gust biofilm bakterije B. cereus na interfazi zrak-voda, dok 
je količina formiranog biofilma puno manja u potopljenim sustavima.  
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 Nepokretna bakterija Acinetobacter baumannii proučavana je u radu Gaddy i Actis 
(2009). Ovaj mikroorganizam preţivljava u bolničkim okruţenjima unatoč nepovoljnim 
uvjetima kao što su suša, manjak hranjivih tvari i antimikrobni tretmani. Pretpostavlja se da je 
mogućnost ove vrste da preţivi u takvim uvjetima upravo sposobnost stvaranja biofilma. 
Bakterija A. baumannii tvori biofilmove na abiotskim površinama kao što su polistiren i 
staklo, ali i na biotičkim površinama poput epitelnih stanica. Ova bakterija ne posjeduje 
flagele što ju čini nepokretnom, no uz pomoć cjevastih nastavaka (pili) se lakše veţe na 
površinu. Dokazano je da pili i produkcija proteina za vezanje na površinu igraju glavnu 
ulogu u inicijaciji i sazrijevanju biofilma nakon početnog vezanja na abiotičku površinu. 
Bakterija Acinetobacter junii koja je proučavana u našem istraţivanju, takoĎer je nepokretna 
bakterija iz roda Acinetobacter. Iz rezultata ovog istraţivanja vidljivo da se bakterije A. junii 
već nakon jednog sata u pokusu u stacionarnim uvjetima i u pokusu u uvjetima kontinuiranog 
rasta nalaze u prvoj fazi, od pet faza, razvoja bakterijskog biofilma. U toj prvoj fazi dolazi do 
vezanja planktonskih bakterija na supstrat što potkrepljuju mikroskopske slike preparata. 
Vjerojatno i bakterija A. junii, poput istraţene bakterije A. baumannii, pomoću nastavaka pili 
lakše adherira na površinu i samim time počinje formirati biofilm.  
U ovom istraţivanju pratio se i razvoj ekstracelularnog polisaharidnog matriksa te je 
uočeno da se kod bakterije A. junii EPS pojavljuje ranije nego kod bakterije B. cereus, u 
pokusima bez mijenjanja medija i u pokusima s mijenjanjem medija. EPS ima značajnu ulogu 
u formiranju biofilma. Tako je u provedenim istraţivanjima na bakteriji Staphylococcus 
epidermis pokazano da bakterije gube sposobnost formiranja biofilma ako su geni odgovorni 
za sintezu ekstracelularnog matriksa inaktivirani (Marić i Vraneš 2007). Kada će se 
ekstracelularni matriks stvoriti ovisi o vrsti proučavane bakterije, mediju u kojem se nalazi te 
podlozi koja sluţi za razvoj biofilma. Trebalo bi svakako istraţiti kako različiti uvjeti utječu 
na formiranje biofilma i samim time proizvodnju ekstracelularnog matriksa. Trebalo bi 







 Iz opisanih rezultata moţe se zaključiti da u stacionarnim uvjetima model rasta 
bakterijskog biofilma koji se odvija u pet faza nije primjenjiv za bakteriju B. cereus, 
dok je primjenjiv za bakteriju A. junii.  
 
 U pokusu u kojem nije mijenjan medij broj imobiliziranih bakterija B. cereus 
kontinuirano raste, dok se u pokusu gdje je mijenjan medij broj imobiliziranih 
bakterija periodički svakih šest sati značajno mijenja vjerojatno zbog toga što se su se 
mijenjanjem medija uklanjale planktonske bakterije koje su bile prisutne u mediju pa 
samim time se mijenjao i broj imobiliziranih bakterija. Uz to, bakterije B. cereus su 
pokretne i stalno su se vezale i odvajale, što im oteţava stvaranje biofilma.  
 
 Kod bakterije A. junii nema statistički značajne razlike za nijedan sat u broju 
imobiliziranih bakterija u pokusima s i bez mijenjanja medija što dovodi do zaključka 
da bakterije koje su se vezale na početku inkubacije su ostale vezane do kraja 
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